PCR Primer Spesifik Berdasarkan Gen Cytochrome b untuk Deteksi Garangan (Herpestes javanicus) secara Molekuler by Subrata, Sena Adi et al.
55
Subrata et al./ Jurnal Ilmu Kehutanan 14 (2020) 55-61
PCR Primer Spesifik Berdasarkan Gen Cytochrome b untuk Deteksi 
Garangan (Herpestes javanicus) secara Molekuler 
Specific PCR  Primers Based on Cytochrome-b Gene for Molecular Detection of Javan 
Mongoose (Herpestes javanicus)  
Sena Adi Subrata1*, Subeno1, & Atus Syahbuddin2 
1Departemen Konservasi Sumber Daya Hutan, Fakultas Kehutanan, Universitas Gadjah Mada, Yogyakarta, 55281
2Departemen Silvikultur, Fakultas Kehutanan, Universitas Gadjah Mada, Yogyakarta, 55281
Email: adisubrata@ugm.ac.id
Jurnal Ilmu Kehutanan




Naskah masuk (received): 9 November 2018
Diterima (accepted): 1 Desember 2019
KEYWORDS
Javan Mongoose, animal, mammalian, forest, 
molecular 
KATA KUNCI
Javan mongoose, hewan, mamalia, hutan, 
molekuler
ABSTRACT
Javan Mongoose is a meso-carnivore species that have an important 
role in ecosystem as a predator. It is believed that its occurrence 
controls prey populations including some pest species. However, the 
belief is an anecdote because of lacking supportive data. Difficulty 
in visually observing the species is a major problem preventing data 
collection. This study aims to design PCR primer for detecting the 
Mongoose molecularly from organic material remaining, such as 
feces. The design starts with selecting specific marker from 51 DNA 
sequences of cytochrome-b. The DNA sequences were of 19 Javan 
carnivore collected from GenBank (NCBI). PCR primers were designed 
and tested using both in-silico and in-vitro techniques.  The sequence 
collection and selection, and primer design process employed MEGA 
5 and SP-Designer software. We successfully designed PCR primers: 
forward 5’- CAAATCACACCCACTCATTAAAATC-3’ dan reverse 
5’-TGTGGGTTACTGATGAAAAGG-3’. The primer is capable of 
detecting Javan Mongoose from remaining organic material. The 
study contributed to basic data collection of Javan Mongoose for 
advanced studies such as occupancy modeling, species distribution 
modeling and diet analysis. This information is fundamental for 
understanding the role of the Javan Mongoose in an ecosystem.
INTISARI
Garangan (Herpestes javanicus) merupakan salah satu spesies 
meso-carnivora yang berperan penting dalam ekosistem sebagai 
pemangsa. Kehadirannya dianggap mampu mengendalikan 
populasi spesies mangsa, termasuk beberapa spesies hama. 
Namun anggapan ini dianggap hanya anekdot karena kekurangan 
data ekologis pendukungnya sebagai dampak dari kesulitan 
pengamatan visual atas spesies ini. Penelitian ini bertujuan untuk 
merancang PCR primer untuk deteksi Garangan secara molekuler 
dari material organik yang ditinggalkan, misalnya kotoran. 
Perancangan PCR primer dimulai dengan memilih penanda spesifik 
Garangan yang melibatkan 51 sekuen DNA gen Cytochrome-b 
dari 19 spesies karnivora Jawa, menentukan primer forward dan 
reverse, dan menguji in-silico dan in vitro dari primer yang berhasil 
dirancang. Proses tersebut dilakukan dengan bantuan software 
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MEGA 5 dan SP-Designer, dan memanfaatkan basis data genetik 
dari GenBank (NCBI). Uji in silico dan in vitro menunjukkan bahwa 
sekuen primer forward 5’- CAAATCACACCCACTCATTAAAATC-3’ 
dan reverse 5’-TGTGGGTTACTGATGAAAAGG-3’ akan mampu 
mendeteksi Garangan secara molekuler dari material organik 
spesies ini. Penelitian ini berkontribusi dalam pengumpulan data 
dasar kehadiran Garangan untuk mengumpulkan informasi lanjut 
tentang okupansi, distribusi spesies, dan pakannya. Informasi ini 
merupakan fondasi untuk memahami peran spesies ini dalam 
ekosistem.
© Jurnal Ilmu Kehutanan -All rights reserved
Pendahuluan 
Garangan (Herpestes javanicus) merupakan 
salah satu meso-carnivora yang berfungsi penting 
dalam ekosistem. Dalam trophic interaction, spesies 
ini berfungsi sebagai pemangsa generalis yang 
memakan insekta, reptil dan vertebrata kecil lain 
yang hidup di atas tanah (Vilella 1998; Watari et al. 
2008). Kemampuan adaptasinya yang baik dianggap 
mendukung fungsinya sebagai pemangsa yang 
efektif, sehingga Garangan sering diintroduksikan 
ke lokasi baru di berbagai belahan dunia sebagai 
pengendali populasi hama (Hays & Conant 2007). 
Namun, fungsi pengendali hama tersebut dianggap 
hanya anekdot, karena tidak didukung data ekologi 
yang memadai. Kurangnya data interaksi spesies 
untuk membuktikan pemangsaan (Watari et al. 
2008), ketidakjelasan taksonomi yang berujung pada 
kesalahan identifikasi spesies (Veron et al. 2007), 
dan  minimnya data rinci tentang pakan (Mahmood 
& Adil 2017) memunculkan anggapan tersebut. 
Kesulitan pengamatan populasi dan perilaku 
Garangan merupakan salah satu penyebab 
kekurangan data ekologi spesies ini. Kesulitan 
ini menjadi tantangan mencari teknik lain untuk 
mengumpulkan data. Meskipun aktif di siang 
hari, namun spesies ini selalu menjauhi manusia 
dan bergerak sangat cepat (Vilella 1998). Perilaku 
ini menghambat pengamatan visual yang banyak 
diandalkan peneliti satwa liar untuk mengumpulkan 
data. Kesulitan pengamatan visual ini bisa diatasi 
dengan teknik molekuler. Teknik ini menggunakan 
sisa-sisa material organik Garangan untuk 
mengumpulkan data ekologi tanpa harus melihat 
individunya. 
Dari beragam teknik molekuler yang ada, deteksi 
spesies berdasarkan penanda spesifik merupakan 
teknik yang populer diterapkan untuk pengamatan 
satwa liar. Teknik ini banyak dipilih peneliti karena 
kemudahannya mendapatkan sampel, murah, cepat 
dan handal (Linacre & Tobe 2013). Pada awalnya, 
teknik ini banyak digunakan untuk mendeteksi 
mikroorganisme pada kajian medis (Aguilera-
Arreola et al. 2014; Youn et al. 2017).  Perkembangan 
selanjutnya teknik ini juga diterapkan untuk 
mendeteksi spesies hewan terlarang dalam makanan 
(Ali et al. 2015; Shabani et al. 2015), serangga dalam 
jaring makanan (Rondoni et al. 2015; Staudacher et 
al. 2016), dan satwa yang diperdagangkan (Yang et 
al. 2019). Berdasar kajian tersebut, diduga teknik 
ini berpotensi diterapkan untuk mengumpulkan 
data ekologi Garangan. Disamping kelebihannya, 
kelemahan teknik ini adalah diperlukannya primer 
PCR (polymerase chain reaction) yang harus 
dirancang spesifik untuk masing-masing spesies. 
Kehandalan teknik ini akan tergantung dari 
rancangan primer yang menentukan keberhasilan 
deteksi spesies secara molekuler. 
Perancangan primer spesifik dilakukan melalui 
tahap in silico dan in vitro (Linacre & Tobe 2013). 
Pada tahap in silico, primer dirancang dan diuji 
melalui simulasi bioinformatika untuk menghasilkan 
primer terbaik dengan asumsi kondisi PCR yang 
ideal. Selanjutnya, primer akan diuji secara in vitro 
melalui PCR untuk mengetahui kemampuan primer 
mendeteksi DNA (deoxyribo nucleid acid) dari 
spesies target secara riil di laboratorium. Penelitian 
ini bertujuan untuk merancang PCR primer spesifik 
yang melibatkan tahap in silico dan in vitro untuk 
mendeteksi spesies Garangan dalam rangka 
mendukung pengumpulan data ekologisnya. 
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Bahan dan Metode 
Langkah perancangan PCR primer
Langkah perancangan PCR primer spesifik 
adalah menyusun daftar spesies yang dilibatkan, 
mengumpulkan sekuen DNA gen cytochrome-b 
(Cyt-b) dan cytchrome oxidase I (COI), memilih 
penanda spesifik dan menentukan PCR primer. 
Menyusun daftar spesies yang dilibatkan dilakukan 
dengan mengumpulkan informasi spesies yang 
kemungkinan besar hadir bersamaan dengan 
Garangan di suatu lokasi. Pada penelitian ini, 
dibatasi distribusi Garangan adalah pulau Jawa dan 
spesies yang dipertimbangkan hadir bersama adalah 
takson karnivora. Pengumpulan informasi dilakukan 
dengan studi literatur yang relevan dengan 
ekologi pulau Jawa. Langkah selanjutnya adalah 
mengumpulkan 3-5 untaian DNA gen Cyt-b dan 
COI dari semua spesies yang terdaftar dari langkah 
sebelumnya. Untaian DNA diunduh dari National 
Center for Biological Information (NCBI) dalam 
bentuk FASTA files. Semua untaian DNA diunduh, 
dimodifikasi dan disejajarkan (alignment) dengan 
bantuan software MEGA 5 (Tamura et al. 2011)we 
announce the release of Molecular Evolutionary 
Genetics Analysis version 5 (MEGA5. Untaian DNA 
yang sudah disejajarkan digunakan sebagai data 
dasar untuk memilih penanda spesifik dan unik dari 
spesies Garangan. Selain spesifik, panjang sekuen 
DNA penanda juga menjadi pertimbangan penting. 
Dipilih panjang sekuen DNA diantara 100 – 300 
pasang basa, mengingat bahwa penanda tersebut 
harus bisa dikenali dari DNA yang terdegradasi. 
Langkah selanjutnya setelah memilih penanda 
spesifik adalah menentukan sekuen DNA pendek 
di kanan dan kiri penanda spesifik (primer) sebagai 
awal dan akhir proses penggandaan untaian DNA 
penanda melalui proses PCR. Primer ditentukan 
berdasarkan panjang untaian DNA antara 18-24 
pasang basa, kandungan Guanin dan Cytosin antara 
40-60%, melting temperature antara 55-65 °C dan 
minimal hairpin dan primer dimmer (Dieffenbach et 
al. 1993). Semua kandidat penanda spesifik beserta 
primernya dinilai berdasarkan kriteria di atas. 
Mengingat bahwa kemungkinan jumlah penanda 
spesifik beserta primernya mencapai ribuan, maka 
digunakan bantuan software SP-Designer (Villard & 
Malausa 2013)as assessed by interspecific sequence 
polymorphism in the annealing regions, (ii untuk 
menentukan primer yang paling tepat berdasarkan 
nilai penalty terkecil. 
Uji spesifitas primer secara in-silico dan in-vitro
Setelah PCR primer berhasil dirancang, langkah 
selanjutnya adalah menguji spesifitas primer tersebut. 
Uji ini dilakukan dengan “menempelkan” primer 
tersebut pada sekuen DNA semua makhluk hidup 
yang tersimpan dalam Gene Bank NCBI (in-silico). 
Uji ini dilakukan berdasarkan asumsi bahwa apabila 
kondisi PCR optimal, maka keberhasilan deteksi 
spesies ditentukan oleh ketepatan perancangan 
primer.  Hasil uji dievaluasi berdasarkan jumlah 
sekuen DNA yang secara tepat “ditempel” oleh 
primer yang dirancang. 
Uji selanjutnya adalah menggunakan primer 
dalam proses PCR untuk mengamplifikasi segmen 
DNA target (in-vitro). Template DNA yang digunakan 
berasal dari kotoran (feses) yang teridentifikasi 
sebagai kotoran Garangan. Ekstraksi DNA dilakukan 
menggunakan QIAampFast DNA stool mini kit 
sesuai dengan protokol yang tersedia. PCR dilakukan 
dalam volume 25 uL dengan ingredient sebagai 
berikut: 7 uL DNA template, 12.5 uL MyTaqTM HS Red 
Mix (Bioline), 2.5 uL Bovine Serum Albumin (BSA), 
0.4 uM primer forward dan reverse, dan 1 uL ddH2O. 
PCR dilakukan dalam 30 siklus dengan teknik 
touchdown (annealing temperature diturunkan 0.5°C 
tiap siklus dari 65°C hingga 55°C) yang diprogram 
pada Applied Biosystem  2720 thermal cycler. 
Amplicon divisualisasi dalam gel agarose 2%, dan 
dibaca sekuensnya menggunakan Applied Biosystem 
sequencer. Selanjutnya, sekuens dicocokkan dengan 
database nukleotid dari NCBI menggunakan teknik 
blast-n. Persen identik digunakan sebagai acuan 
untuk menilai kecocokan sekuens sampel dengan 
database. 
Hasil dan Pembahasan 
Penelusuran literatur tentang karnivora yang 
kemungkinan hadir di Pulau Jawa menghasilkan 19 
spesies (lampiran 1). Dari 19 spesies tersebut berhasil 
didapatkan 3-5 sekuen DNA gen Cyt-b, sementara 
tidak semua spesies berhasil didapatkan sekuen 
DNA gen COI, sehingga dipilih 51 sekuen DNA 
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dari gen Cyt-b sebagai data awal untuk memilih 
penanda spesifik. Dari 51 untaian DNA tersebut, 
berhasil dipilih  penanda spesifik dari Garangan dan 
dirancang PCR primernya (Gambar 1). 
Primer yang dirancang mempunyai karakteristik 
biokimia yang sesuai untuk melakukan amplifikasi 
penanda spesifik melalui PCR, khususnya yang 
menggunakan template DNA yang pendek. Karakter 
PCR primer tersebut disajikan pada tabel 1. 
Hasil uji in-silico terhadap PCR primer tersebut 
mengindikasikan bahwa primer tersebut bisa 
digunakan untuk mendeteksi spesies Garangan 
sepanjang kondisi PCR optimal. Primer blasting pada 
GenBank (NCBI) menunjukkan bahwa primer yang 
dirancang mampu menempel secara tepat pada lebih 
dari 20 sekuen DNA gen Cyt-b spesies Herpestes 
javanicus atau Urva javanica (Kedua nama ilmiah 
ini adalah sinonim). Peluang untuk menempel 
pada congeneric spesies: Herpestes brachyrus and 
Herpestes edwardsii masih ada namun kecil, karena 
distribusi geografisnya tidak di pulau Jawa.  
Uji selanjutnya (in-vitro) menunjukkan bahwa 
primer berhasil digunakan dalam PCR yang 
mengamplifikasi secara tepat segmen DNA target 
dari semua (3 feses) sampel sehingga menghasilkan 
amplicon dengan panjang kurang lebih 200 pasang 
basa dan tidak menghasilkan amplicon lain (Gambar 
1). Uji ini menggunakan template DNA berasal dari 




Gambar 1.   Sekuen DNA penanda spesifik Garangan dari gen Cytochrome-b (cetak miring) dan rancangan PCR 
primernya (cetak tebal)
Figure 1.   DNA sequence of specific marker (italic) and designed PCR-primer (bold) of Javan Mongoose.
Tabel 1. Karakteristik PCR primer spesifik untuk Garangan (Herpestes javanicus)
Table 1. Character of PCR-primer specific for Javan Mongoose (Herpestes javanicus)
Forward (5’ → 3’) Reverse (5’ → 3’)
Sekuen CAAATCACACCCACTCATTAAAATC TGTGGGTTACTGATGAAAAGG
Panjang primer 25 pasang basa 32 pasang basa
Melting temperature 60 °C 60 °C
Panjang produk PCR 191 pasang basa
Garangan, namun juga DNA dari semua organisme 
yang terdapat di dalam kotoran termasuk DNA dari 
hewan mangsanya. Kemunculan pita DNA tunggal 
pada gel agarose menunjukkan spesifitas primer 
yang hanya mengamplifikasi DNA dari spesies target. 
Gambar 2.   Visualisasi pada agarose gel menunjukkan 
pita DNA dengan panjang sekitar 200 
pasang basa.
Figure 2.    Agarose gel visualization showed DNA 
bands at c.a. 200 base pair.
Amplicon yang tervisualisasi dalam agarose 
(Gambar 1) merupakan segment DNA target yang 
spesifik Garangan. Hal ini dibuktikan nilai persen 
identik sekuens amplicon sampel terhadap data 
base NCBI sebesar 90% - 95%. Nilai tersebut selalu 
paling tinggi yang diikuti kemudian oleh Herpestes 
edwardsii (Tabel 2). Nilai ini menunjukkan bahwa 
sampel tersebut kemungkinan besar adalah 
Garangan.
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Tabel 2.  Persen identik sekuens DNA sampel terhadap data base NCBI
Table 2. Percent identity of DNA sequence of samples against NCBI database. 
Sampel Teridentifikasi Teridentifikasi terdekat berikutnya
Spesies Identik (%) Spesies Identik (%)
1 Herpestes javanicus 95 - 97 Herpestes edwardsii 92
2 Herpestes javanicus 93 - 95 Herpestes edwardsii 90 - 91
3 Herpestes javanicus 90 - 93 Herpestes edwardsii 88 - 89
Dalam merancang primer PCR, harus terdapat 
keseimbangan antara produktifitas dan spesifitas. 
Penggunaan primer yang bertarget segmen DNA yang 
pendek akan meningkatkan produktifitas karena 
meningkatkan peluang teramplifikasinya DNA yang 
sudah terpotong pendek-pendek (terdegradasi), 
misalnya DNA yang berasal dari kotoran. Namun 
sekuens DNA dari segmen yang pendek berpeluang 
lebih rendah untuk identik dengan sekuens referensi 
yang terdapat dalam data base. Dalam penelitian 
ini, produktifitas lebih diprioritaskan karena 
primer ditujukan untuk mengidentifikasi material 
DNA terdegradasi berdasarkan visualisasi segmen 
DNA target. Meskipun persen identik tidak terlalu 
tinggi (90%-95%; tabel 2), namun keberhasilan 
mengamplifikasi semua sampel secara tepat (Gambar 
1) merupakan justifikasi penggunaan primer ini 
untuk mendeteksi Garangan secara cepat.  
PCR primer dirancang untuk mendeteksi 
Garangan dari material organik yang ditinggalkan 
spesies tersebut, misalnya: kotoran, lendir, rambut 
dan sisa bagian tubuh. Deteksi secara non-invasive 
ini mungkin dilakukan sepanjang DNA Garangan 
berhasil diekstraksi dari material tersebut. Pendeknya 
(191 pasang basa) sekuen DNA penanda spesifik 
yang dipilih meningkatkan peluang keberhasilan 
PCR meskipun memanfaatkan DNA template dari 
degraded material. 
Keberhasilan perancangan PCR primer spesifik 
pada penelitian ini tidak bisa dilepaskan dari 
pelibatan 51 sekuen DNA dari 19 spesies karnivora. 
Pelibatan 18 spesies karnivora Jawa selain Garangan 
tersebut dilakukan untuk meningkatkan spesifitas 
primer yang dirancang, sehingga primer tidak 
menempel pada spesies lain diluar spesies target 
(Linacre & Tobe 2013). Pelibatan ini mempermudah 
pemilihan sekuen DNA penanda spesifik Garangan. 
Konsekuensi dari pelibatan 51 sekuens DNA ini adalah 
pemilihan sekuen penanda yang lebih rumit dan 
mustahil dilakukan secara manual, sehingga peng-
gunaan software bioinformatika sangat membantu.  
PCR primer yang dirancang ini akan 
mempermudah pengumpulan data ekologi 
penting dari Garangan. Deteksi secara molekuler 
menggunakan primer ini bisa menghasilkan data 
dasar berupa kehadiran Garangan dan identifikasi 
sisa material organik Garangan. Data dasar tersebut 
berguna untuk mendukung pengumpulan informasi 
ekologi lebih lanjut misalnya permodelan okupansi, 
permodelan distribusi spesies Garangan, screening 
DNA Garangan untuk analisis molekuler lanjut, dan 
analisis pakan. 
Kesimpulan
PCR-primer yang dirancang melalui penelitian ini 
layak digunakan untuk mendeteksi Garangan dari 
material organik yang ditinggalkan. Uji in-silico dan 
in-vitro menunjukkan bahwa primer yang dirancang 
akan berhasil mengamplifikasi dengan tepat pada 
sekuen DNA unik Garangan.  
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Lampiran 1. Daftar spesies yang dilibatkan untuk perancangan PCR Primer spesifik Garangan (Herpestes 
javanicus). 
Appendix 1.  List of species involved in the design of spesific primer of Garangan (Herpestes javanicus).
1. Cuon alpinus    Dhole
2. Canis lupus    Domestic Dog
3. Amblonyx cinereus   Oriental small-clawed Otter
4. Lutra lutra    Eurasian Otter
5. Martes flavigula   Yellow-throated Marten
6. Melogale personata   Ferret Badger
7. Mustela lutreola   Mountain Weasel
8. Mydaus javanensis   Malayan stink Badger
9. Arctictis binturong   Binturong
10. Paradoxurus hermaphroditus  Common palm Civet
11. Arctogalidia trivirgata  Three-striped palm Civet
12. Prionodon linsang   Banded Linsang
13. Viverricula indica   Little Civet
14. Herpestes javanicus   Small Indian Mongoose
15. Prionailurus bengalensis  Leopard Cat
16. Prionailurus viverrinus  Fishing Cat
17. Panthera pardus   Javan Leopard
18. Panthera tigris   Javan Tiger
19. Felis catus    Domestic Cat
